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Svet se sooča s podnebnimi spremembami, katerih glavni povzročitelj naj bi bila po mnenju 
mnogih raba fosilnih goriv, sicer trenutno najpomembnejšega vira energije. Iz fosilnih goriv 
naj bi na svetovni ravni v letu 2013 proizvedli 87 % vse svetovne energije, njihova poraba pa 
naj bi se do leta 2035 dvignila za 50 % (Dudley, 2012). Ocenjujejo, da je pribliţno 54 % 
tekočih goriv namenjenih transportu, potrebe industrije pa zavzemajo 30 % (Conti, 2011). 
Pričakovano je, da bo cena goriv tudi v prihodnosti postopoma rasla, saj svetovne zaloge 
upadajo, potrebe pa so vedno večje (Shafiee in Topal, 2009). Poleg tega je uporaba fosilnih 
goriv tudi ena ključnih antropogenih obremenitev okolja, ki povzročajo podnebne spremembe 
(Conti, 2011). Tako se pojavlja potreba po bolj trajnostnih virih goriv. Ena od moţnih 
alternativ s potencialom, da bi v prihodnosti lahko delno nadomestila naftne vire, so tudi 
biogoriva. Rastlinska biomasa predstavlja enega najbolj trajnostnih virov za pridobivanje 
goriv in kemikalij z dodano vrednostjo (Lynd in sod., 1999). Pripomore k ugodnejši bilanci 
sproščanja toplogrednih plinov v primerjavi s fosilnimi gorivi, saj so rastline ogljik, ki se 
sprosti pri njihovem gorenju, med rastjo absorbirale neposredno iz zraka (Demirbas, 2001). 
Pri biogorivih prve generacije sluţijo kot vir biomase v ta namen vzgajane poljščine, kot so na 
primer koruza, oljna ogrščica in podobne. Problemi, ki jih povzroča gojenje teh monokultur, 
so povezni s krčenjem prehrani namenjenih kmetijskih površin in manjšanjem biodiverzitete 
in bi potencialno lahko vodili tudi v deforestacijo (Hahn–Hägerdal in sod., 2006). V 
proizvodnji goriv druge generacije se kot vir ogljika prav tako koristi rastlinska biomasa, 
vendar ne prehranske monokulture, temveč lignocelulozni odpadki, ki so na voljo v velikih 
količinah (Lynd in sod., 2008). Biogoriva tretje generacije so proizvedena s fotosintetskimi 
mikroorganizmi, v glavnem z mikroalgami (Li–Beisson in Peltier, 2013). 
 
Slika 1: Različne moţnosti pretvorbe rastlinske biomase v biogoriva (Majidian in sod., 2018) 
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V prihodnjih poglavjih je povzet napredek v razvoju mikrobnih sevov, ki so zmoţni pretvoriti 
različne naravne substrate, predvsem lignocelulozne odpadke, v potencialno uporabna 
biogoriva. 
2 PRISTOPI V METABOLNEM INŽENIRSTVU 
Mikroorganizmi imajo v svojem metabolnem omreţju razvite poti za sintezo velikega števila 
molekul, vendar je običajno proizvodna sposobnost divjih tipov prenizka za učinkovit prenos 
na industrijsko raven. Metabolni inţenirji se zato osredotočajo na izboljšanje titra produkta, 
izkoristka ter produktivnosti procesa (Chae in sod., 2017).  
Metabolno inţenirstvo stremi k predelavi metabolnih poti in njihove regulacije ter dodajanju 
novih potrebnih metabolnih poti v sistem ter njihovemu uravnavanju. Spremenjeni sevi, t.i. 
celične tovarne, so prilagojeni sevi mikroorganizmov, ki so specializirani za proizvajanje 
ţelenih produktov. V preteklosti so vidne uspehe v razvoju takšnih sevov dosegli z izbitji 
posameznih tarčnih genov ali povečanjem njihove ekspresije, učinek pa je bil temelj za 
nadaljnja raziskovanja v tej smeri (Steen in sod., 2008). Razvijati se je začelo t.i. sistemsko 
metabolno inţenirstvo, ki temelji na dognanjih biologije sistemov, sintezne biologije in 
evolucijskega inţenirstva. Področje omogoča razvoj orodij za zahtevne inţenirske naloge, kot 
so na primer konstrukcija in aplikacija novih metabolnih poti, uravnavanje in kontrola 
izraţanja genov, toleranca do končnih produktov in podobno (Lee J.W. in sod. 2012). 
2.1 BIOLOGIJA SISTEMOV 
Biologija sistemov interpretira celično dogajanje na ravni sistema, pri čemer je bistvenega 
pomena širok nabor podatkov in orodij. Med njimi po pomembnosti najbolj izstopajo analize 
zbirk podatkov, pridobljenih z visokozmogljivostnimi pristopi, in računalniške stimulacije, 
kar tradicionalnemu metabolnemu inţeniringu omogoči večjo sistematičnost in učinkovitejše 
inţenirske pristope (Lee S.Y. in sod., 2015). 
2.1.1 Analiza sistemov z omskimi pristopi 
Analiza celic ali višjih sistemov z omskimi pristopi (genomskim, transkriptomskim, 
proteomskim, metabolomskim in fluksomskim) lahko zagotovi informacije o celičnih in 
metabolnih značilnostih, upoštevajoč različne genotipske in okoljske pogoje, kar omogoča 
identifikacijo tarčnih genov, s spreminjanjem katerih bi lahko povečali proizvodnjo ţelenih 
učinkovin v celičnih tovarnah (Chae in sod., 2017). 
Analiza tarčnih celic (sistemov) s katerimkoli posameznim pristopom vedno vodi do 
pomanjkljivih podatkov, zato je danes pogosto uporabljen pristop, ki hkrati zajame podatke 
več različnih analiz, kar v večji ali manjši meri izniči pomanjkljivosti posameznih pristopov 
(Chae in sod., 2017). Wasylenko in Stephanopoulos (2015) sta na primer z analizo 
metabolomskih in fluksomskih podatkov ugotovila, da je eden od potencialnih razlogov za 
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nezadostno produkcijo etanola s Saccharomyces cerevisiae, kadar kot vir ogljika uporablja 
ksilozo, omejen pretok metabolitov v glikolizi. 
2.1.2 Metabolni modeli na ravni genoma 
V biologiji sistemov in metabolnem inţeniringu imajo metabolni modeli na ravni celotnega 
genoma organizma (angl. Genome–Scale Metabolic Models; GEMi) pomembno vlogo, 
predvsem pri napovedih posledic utišanja ali povečanja ekspresije genov (Kim B.J. in sod., 
2015). Gre za računalniške algoritme, ki predvidevajo obnašanje metabolnih sistemov v 
različnih pogojih, omogočajo pa tudi predvidevanja novih metabolnih poti za biosintezo 
različnih v naravi prisotnih ali sintetičnih molekul. Slonijo na stoihiometričnih koeficientih 
metabolitov ter informacijah o povezavah gen–protein–reakcija (GPR) (Bordbar in sod., 
2014). Tehnologija še ni izpopolnjena, zato bo potrebno modele še dodatno preverjati 
eksperimentalno ter opazovati pravilnost napovedi pri različnih pogojih. Za verodostojnost 
napovedi je pomembna predvsem vključitev (oziroma pridobitev) vseh dostopnih podatkov o 
preučevanem sevu, predvsem na osnovi omskih analiz (Kim W.J. in sod., 2017).  
Za modelne organizme, na primer E. coli in S. cerevisiae, obstajajo relativno dobre 
podatkovne zbirke, kar vodi v kvalitetnejše modele, ki so tudi večkrat posodobljeni oziroma 
eksperimentalno preverjeni. Posledično pa so ti modeli tudi vključeni v vedno večje število 
aplikacij. Po drugi strani pri nemodelnih organizmih zaradi manjše količine eksperimentalnih 
podatkov GEMi še niso dovolj izpopolnjeni, kar se odraţa v bistveno manjšem številu 
aplikacij, pri katerih so ti do sedaj prišli v poštev. Za večjo uporabnost nemodelnih 
organizmov je torej nujno povečati kvaliteto njihovih GEMov (Kim W.J. in sod., 2017). 
2.1.3 Hipotetična določitev novih metabolnih poti in encimov 
Sedanji računalniški algoritmi so sposobni tudi generirati potencialne nove metabolne poti. 
Primer takih orodij so BNICE (Biochemical Network Integrated Computational Explorer), 
GEN–Path, Retro–Path in Desharky (Kim B.J. in sod. 2015).  
Poleg vedno večjega števila molekul, katerih sintezo ţelimo s pomočjo metabolnega 
inţeniringa prenesti v celične tovarne, se pojavlja tudi potreba po vedno več encimih z 
izboljšano oziroma spremenjeno funkcijo. To doseţemo tako, da in silico določimo ključne 
dele encima za njegovo delovanje oz. specifične lastnosti, ki predstavljajo potencialna mesta 
za inţeniring ali celo de novo načrtujemo izdelavo proteinov z ţelenimi funkcijami (Chae in 
sod., 2017).  
2.2 SINTEZNA BIOLOGIJA 
Sintezna biologija se ukvarja predvsem z načrtovanjem in sintezo DNA, izgradnjo novih 
metabolnih poti ter uravnavanjem pripadajočih ekspresijskih regulatornih komponent ter celo 
izgradnjo kompleksnih celičnih omreţij ali večceličnih sistemov (Lee J.W. in sod., 2012) 
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2.2.1 Izgradnja in optimizacija metabolnih poti 
Za izgradnjo novih metabolnih poti je uporaben pester nabor zapisov za encime, prisotne v 
naravi. Nekateri encimi imajo poleg svoje primarne funkcije tudi sposobnost kataliziranja 
drugih podobnih reakcij, ki imajo lahko uporabno vrednost pri dizajniranju novih metabolnih 
poti (Song in sod., 2016). 
Ko je sintetična pot ustvarjena, je potrebno vzpostaviti ustrezno in natančno regulacijo 
izraţanja genov. Strategije za dosego ţelene ravni izraţanja doseţemo preko izbire in 
spreminjanja promotorjev, urejanja vezavnih mest za ribosome (RBS, angl. ribosome binding 
site), terminatorjev, neprevedenih regij na 3' ali 5' koncu (UTR, angl. untranslated region) in 
uporabo spremenjenih? transkripcijskih faktorjev (Chae in sod., 2017). 
RBS se nahaja na 5' UTR regiji in je v UTR regijah ključni element uravnavanja biosinteze 
proteinov preko uravnavanja začetne stopnje translacije. Obstaja več računalniških programov 
za načrtovanje ribosomskih vezavnih mest, med katerimi so bolj izpostavljeni RBS–
calculator, RBS–designer in UTR–designer (Chae in sod., 2017). Posebej zanimiv je RBS 
library calculator, ki se uporablja za načrtovanje RBS, ki kontrolirajo translacijo večih genov 
(Farasat in sod., 2014). Na medmreţju je sicer tudi prosto dostopno empirično orodje za 
načrtovanje ribosomskih vezavnih mest EMOPEC (Bonde in sod. 2016). 
Učinkovito sredstvo za regulacijo izraţanja genov predstavljajo tudi različne male RNA 
molekule (sRNA, angl. small regulatory RNA). Z uporabo RNAi (angl. RNA interference) in 
asRNA (angl. antisense RNA) je moţno zmanjšati izraţanje določenih genov, medtem ko je 
sistem STARs (angl. small transcription activating RNAs) uporaben za povečanje izraţanja 
tarčnih genov (Yoo in sod., 2013). Za regulacijo izraţanja tarčnih genov je uporaben tudi 
sistem CRISPR–Cas, ki posnema imunski sistem prokariontov in deluje tako, da se specifična 
RNA molekula v kompleksu z endonukleazo Cas9 veţe na komplementarno DNA ter jo 
razcepi na tarčnem mestu. Z dCas9 (deaktivirani encim Cas9, brez endonukleazne aktivnosti) 
doseţemo, da se Cas9 veţe na ustrezno nukleotidno zaporedje in ga ne razreţe, prepreči pa 
njegovo transkripcijo, kar imenujemo CRISPRi (CRISPR interferenca). Ta način omogoča 
hkratno urejanje več delov genoma (Jiang in sod., 2015).  
 
2.3 PROTEINSKO INŢENIRSTVO 
Za razvoj industrijskih mikroorganizmov je potrebno upoštevati kompleksne faktorje, kot so 
titer produkta, izkoristek ter produktivnost procesa, stranski produkti ter toksičnost produktov 
za industrijske seve oziroma toleranca sevov, hitrost rasti celic in zahtevnost zaključnih 
procesov oz. izolacije produktov. V realnosti je tako velikokrat teţko ali celo nemogoče z 
racionalnimi pristopi optimirati celično delovanje do ustrezne mere, sploh v primerih, ko je 
povezava med genotipom in fenotipom slabo okarakterizirana. Za spreminjanje tarčnih 
proteinov se tako pogosto posluţujemo usmerjene in semi–racionalne evolucije, ki delujeta na 
Zlatnar M. Metabolno inţenirstvo mikrobnih sevov za uporabo v industriji biogoriv. 




podoben način kot naravna, le da je proces z ustvarjanjem ustreznih umetnih pogojev bistveno 
pospešen (Chae in sod., 2017). 
2.3.1 Usmerjena evolucija 
Usmerjena (vodena, pospešena) evolucija (angl. directed evolution) je strategija naključnega 
spreminjanja zapisov za proteine, ki jih ţelimo izboljšati. Izkazalo se je, da lahko ţe 
sprememba ene ali majhnega števila aminokislin znatno spremeni delovanje encima v 
pozitivno ali negativno smer. Z usmerjeno evolucijo so tako ţe dosegli izboljšanje kinetičnih 
lastnosti encimov, sprememenili njihove odvisnosti od kofaktorjev in spremenili alosterijo 
reakcij, na primer izklopili povratne inhibicije reakcij s produkti. Poleg tega pa je z usmerjeno 
evolucijo mogoče spreminjati tudi regulatorne elemente genoma, na primer promotorje 
(Abatemarco in sod., 2013). 
Za izvajanje usmerjene evolucije je na voljo več pristopov, vendar je najpogostejši način z 
uporabo t.i. veriţne reakcije s polimerazo, podvrţene napakam (EP–PCR, angl. error–prone 
PCR). Pri tem se uporablja ustrezna Taq–polimeraza ali posebni pufri, ki ustvarjajo pogoje, 
pod katerimi med podvojevanjem DNA prihaja do naključnih napak. Običajno je zaţeljeno v 
posamezni različici pridobiti od 1 do 3 napake na 1000 baz, čeprav je rezultat odvisen od 
strukture proteina (Abatemarco in sod., 2013). 
Z EP–PCR moramo ustvariti zelo obseţno knjiţnico mutant, saj je moţnih kombinacij 
aminokislin ţe pri povprečnem proteinu s 100 aminokislinami več kot 10^130. Še večji izziv 
kot priprava knjiţnic pa predstavlja osnovanje uspešne metode vrednotenja mutant, pri čemer 
pa velikokrat naletimo na cenovno ali časovno teţko dosegljive rešitve. V primeru, da je 
izboljšanje ţelenega gena premo sorazmerno s pospešitvijo rasti celic, lahko enostavno 
selekcioniramo seve, a v praksi temu običajno ni tako (Abatemarco in sod., 2013). 
2.3.2 Semi–racionalna evolucija 
Največja pomanjkljivost usmerjene evolucije je problem okarakteriziranja ogromnega števila 
povsem naključnih mutant. Zaradi tega je veliko pozornosti usmerjene v pridobitev knjiţnic z 
manjšim celokupnim številom mutacij ter višjo frekvenco koristnih mutacij. Kombinacija 
metod racionalnega proteinskega inţenirstva in usmerjene evolucije ob predpostavki, da 
poznamo strukturo encima, omogoča, da se pri mutagenezi omejimo na manjše odseke gena, 
ki kodirajo vezavna mesta za substrat oziroma kofaktorje, ali na področja v njihovi neposredni 
okolici, saj takšne mutacije najbolj vplivajo na njegovo delovanje. Pri tem pristopu je še 
vedno ohranjena naključnost, tudi če imamo zelo majhen predel, ki je izpostavljen mutacijam, 
saj mutacije v aktivnem mestu pogosto sproţijo sinergistične učinke, ki se jih marsikdaj s 
pomočjo trenutnih računalniških in drugih orodij še ne da predvideti (Chica in sod., 2005). 
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3   METABOLNO INŽENIRSTVO SEVOV ZA UČINKOVITEJŠO PROIZVODNJO 
BIOGORIV 
3.1 METABOLNO INŢENIRSTVO SEVOV ZA PROIZVODNJO BIOGORIV DRUGE 
GENERACIJE 
V splošnem se shema mikrobne pretvorbe lignoceluloze v produkte z visoko dodano 
vrednostjo začne z njeno encimsko razgradnjo do fermentabilnih sladkorjev in nato 
fermentacijo le–teh do končnih produktov, na primer biogoriv (Sanchez, 2009). Pri encimski 
hidrolizi lignoceluloze z namenom proizvodnje biogoriv je ozko grlo procesa še vedno visoka 
cena encimov, potrebnih za ta proces (Klein–Marcuschamer in sod., 2011). Ti encimi so v 
glavnem hidrolaze in oksidaze in delujejo sinergistično pri razgradnji lignoceluloze (Sanchez 
2009). Glavna sestavina lignoceluloze je celuloza, polisaharid iz glukoznih monomerov, za 
katerega je značilno tesno povezovanje glukanskih verig z mnoţico šibkih vezi. Poleg tega pa 
prisotnost lignina in hemiceluloze v rastlinskih celičnih stenah še dodatno oteţujeta 
razgradnjo rastlinskih substratov (Himmel in sod., 2007). Najpogosteje se v industriji za 
proizvodnjo lignocelulolitičnih encimskih sistemov uporabljajo glive iz debla Ascomycota, ki 
so sposobne izločanja velikih količin lignocelulolitičnih encimov v fermentacijsko brozgo 
(Gusakov, 2011). 
Za učinkovito pretvorbo lignoceluloze v biogoriva je torej potrebno s pomočjo metabolnega 
inţenirstva in drugih pristopov doseči niţjo ceno encimov za predobdelavo ali razviti 
učinkovite konsolidirane bioprocese (procesi, ki zdruţujejo tako stopnjo hidrolize kot tudi 
fermentacije). Konsolidirani bioproces lahko ustvarimo tako, da bodisi v posamezno vrsto 
dodamo manjkajoče metabolne poti (Olson in sod., 2012) ali vzpostavimo mešano kulturo z 
dvema različnima sevoma/vrstama (Yang X. in sod., 2015). V primerih, ko uvedemo v 
metabolizem nekega organizma več novih genov, produkti povzročijo metabolni stres in 
manjšajo produktivnost spremenjenega mikroorganizma (Mingardon in sod., 2011). Moţna 
rešitev tega problema je uporaba mešanih kultur. Argyros in sod. (2011) so vzpostavili tak 
mešanokulturni sistem s Clostridium thermocellum in Thermoanaerobacter saccharolyticum 
ter z njim dosegli okoli 80 % teoretičnega maksimalnega izkoristka. Obenem lahko mešane 
kulture zaobidejo problem katabolne represije, ki se pojavlja pogosto, kadar imajo 
mikroorganizmi na voljo več virov ogljika (Deutscher, 2008). Tako se zdi obetavna ideja o 
vzpostavitvi sistema, v katerem bi en sev bil specializiran za koriščenje ksiloze, drugi pa 
glukoze, kar bi verjetno omogočilo boljše koriščenje substrata (Zhang in sod., 2015). 
Biosinteza lignocelulolitičnih encimov v mikroorganizmih je podvrţena regulaciji s 
transkripcijski faktorji, ki se aktivirajo ob prisotnosti lignoceluloznih materialov (Aro in sod., 
2005). Su in sod. (2009) so ustvarili umetne oponašalce transkripcijskih faktorjev, s katerimi 
so dosegli večjo koncentracijo lignocelulolitičnih encimov kot v nativnih sevih. Pakula in sod. 
(2005) so po drugi strani odkrili, da sekretom glive Trichoderma reesei vsebuje manj encimov 
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od dejansko proizvedenih, kar nakazuje moţnost izboljšanja produkcije z optimizacijo 
posttransacijskih procesov in sekrecije.  
Kot obetavna moţnost za učinkovito razgradnjo celuloze se je izkazalo tudi načrtovano 
povezovanje encimov v celulosome (Slika 2). Gre za proteinske komplekse, ki se pojavljajo v 
anaerobnih celulolitičnih mikroorganizmih, kjer zdruţujejo mnogo različnih encimov s 
sinergističnim delovanjem (Bayer in sod., 1998). Ti kompleksi so bili identificirani v različnih 
anaerobnih bakterijah, med katerimi večina spada v red Clostridiales oziroma v druţino 
Clostridiaceae (Schwarz, 2001).  
 
Slika 2: Shematski prikaz osnovnega celulosomskega modela (Vodovnik, 2012) 
Na podlagi pridobljenega znanja o delovanju in strukturi celulosomov se veliko pozornosti 
namenja umetno načrtovanim celulosomom in njihovi ekspresiji v solventogenih industrijskih 
sevih. Tsai in sod. (2009) so v S. cerevisiae izrazili minicelulosom, sestavljen iz proteinov 
dveh vrst Clostridium in ene vrste Ruminococcus. Tako so dosegli simultano saharifikacijo 
celuloze in fermentacijo pridobljenih sladkorjev, kar omogoča konsolidirani bioproces. 
Podobno so glivi S. cerevisiae dodali minicelulosome tudi Fan in sod. (2012). Za prihodnost 
sicer več kot mezofilni mikroorganizmi obetajo termofilni, saj je pri višjih temperaturah 
stopnja hidrolize bistveno višja, poleg tega pa višja temperatura tudi zmanjšuje verjetnost 
kontaminacij (Scully in Orlygsson., 2014). Iz podobnih razlogov so imele bistveno prednost 
pred konvencionalnimi sevi termotolerantne glive, ki so za zdaj še dokaj nepoznane, a 
prejemajo vedno večjo pozornost (Majidian in sod., 2017). 
Moraïs in sod. (2016) so iz bakterije Clostridium termocellum pridobili nukleotidni zaporedji 
za eksoglukanazo Cel48S in endoglukanazo Cel8A, ki so ju nato podvrgli strukturno vodeni 
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usmerjeni rekombinaciji in tarčni mutagenezi v kombinaciji z naključno mutagenezo. Nato so 
jima dodali še β–glukozidazo BglA, tudi modificirano z naključno mutagenezo, da so 
pridobili encime z izboljšano stabilnostjo na visokih temperaturah ter jih nato dodali v 
dizajniran celulosom, ki je bil 1,7–krat učinkovitejši pri razgradnji celuloze od kontrolnega. 
3.2 METABOLNO INŢENIRSTVO SEVOV ZA UČINKOVITEJŠO PROIZVODNJO 
.BIOETANOLA 
Bioetanol je trenutno najbolj razširjeno biogorivo, saj se komercialno uporablja kot aditiv 
konvencionalnemu gorivu. Ker gori zelo čisto, njegovo dodajanje klasičnim gorivom zmanjša 
emisije toplogrednih plinov, predvsem CO2 (Khalife in sod., 2017).  
3.2.1 Zymomonas mobilis 
Do zdaj se je kot eden najučinkovitejših producentov bioetanola izkazala bakterija 
Zymomonas mobilis. Ta je v primerjavi z glivami učinkovitejša pri pretvorbi etanola iz 
glukoze, vendar divji tip v proizvodnji ne more koristiti ostalih sladkorjev ali polisaharidnih 
substratov (Ajit in sod., 2017). Podobno kot kasneje omenjena gliva Saccharomyces 
cerevisiae, vsebuje Z. mobilis naravno homoetanolno pot (Akponah in sod., 2013), le da je 
pretvorba sladkorjev do etanola po tej poti do 50 % učinkovitejša kot pri glivah, česar 
posledica je manjša poraba ATP za proizvodnjo biogoriv v celici (Yang S. in sod., 2016). 
Vrsta naravno ne more rasti na pentozah, ki pa so v hidrolizatu naravnih celuloznih substratov 
pogosto prisotne, zato je bila ena od strategij metabolnega inţenirstva vrsti omogočiti rast na 
teh sladkorjih (Agrawal in sod., 2017). Wang in sod. (2016) so s tem razlogom ustvarili sev 
TMY–HFPX, tako da so v nativni sev vnesli operon za koriščenje ksiloze iz vrste Escherichia 
coli. Obenem so sev izboljšali še z vnosom operona za biosintezo lizina in metionina, s čimer 
so mu zmanjšali potrebe po hranilih v gojišču, saj je divji tip za rast zahteval dodatek teh dveh 
aminokislin. Poleg tega so povečali tudi njegovo toleranco na etanol z dodatkom 
tioesteraznega gena, ki ojača produkcijo ustreznih dolgoveriţnih maščobnih kislin. Dodali so 
mu še operona za t.i. puferski peptid (povečanje tolerance na kislinski stres) in protein za 
odpornost protitemperaturnemu stresu. S tem so ustvarili odpornejši sev, ki je dosegel 90 % 
teoretičnega maksimalnega izkoristka pretvorbe glukoze v etanol brez dodatkov vitaminov in 
aminokislin (Wang in sod., 2016). 
3.2.2 Escherichia coli 
Kot potencialna celična tovarna za proizvodnjo bioetanola se pogosto omenja tudi 
Escherichia coli, ki je dobro preučena in raste na različnih substratih, obenem pa je precej 
dovzetna za gensko in metabolno manipulacijo (Koppolu in sod., 2016). Verjetno je bila ta 
vrsta celo prva podvrţena metabolnemu inţenirstvu v namen proizvodnje bioetanola (Zhou in 
sod., 2005). Z dodanimi geni za piruvat dekarboksilazo in alkohol dehidrogenazo iz Z. mobilis 
so ustvarili sev E. coli KO11, ki vsebuje učinkovito pot za produkcijo tarčnega topila. Da bi 
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dosegli večjo pretvorbo piruvata v etanol, so odstranili gen za fumarat reduktazo in tako pri 
rekombinantnem sevu dosegli 95 % teoretičnega maksimalnega izkoristka ter večjo toleranco 
na etanol v primerjavi z divjim tipom. Kljub temu je bila ta še vedno slaba (>3,5 % etanola), 
obenem je ta sev potreboval tudi gojišče s precej dodatnimi hranili, kar dviguje stroške 
produkcije (Ohta in sod., 1991), zato je bil sev KO11 podvrţen še pospešeni evoluciji. Novo 
nastali sev LY01 je imel izboljšano toleranco na etanol za 10 % (Soo in sod., 2017), vendar je 
še vedno zahteval bogato kompleksno gojišče, kar je dvigalo proizvodne stroške. Da bi 
stroške gojenja zniţali, so v drugi študiji v ta namen sevu KO11 odstranili gen za laktat 
dehidrogenazo, ki pretvarja piruvat v laktat, ter s tem ustvarili sev SZ110 (Zhou in sod., 
2005). Nato so ta sev obdelali še s transpozicijsko mutagenezo, tako da so v transpozon 
vstavili gene za celotno homoetanolno pot iz Z. mobilis brez promotorja, ki so bili nato 
naključno vstavljeni v genom. S selekcijo na mineralnih soleh so izolirali sev LY160, ki raste 
in proizvaja etanol na gojišču z mineralnimi solmi in ksilozo v primerljivem obsegu kot KO11 
na gojišču LB (angl. Luria–Bertani broth) (Yomano in sod., 2008). 
Kljub temu da je E. coli privlačna za metabolni inţeniring zaradi njene dobre preučenosti in s 
tem povezane enostavne genske manipulacije metabolnih poti, ima iz bioprocesnega vidika 
tudi slabosti v primerjavi z evkariontskimi produkcijskimi sistemi. Močno je namreč 
podvrţena fagnim okuţbam, reciklacija celic je teţja, nastale biomase pa ni mogoče koristiti 
kot stranski produkt (na primer kot hrano za ţivino) (Huffer in sod., 2012). 
3.2.3 Saccharomyces cerevisiae 
Pri glivah je eden glavnih proučevanih producentov Saccharomyces cerevisiae, ki se ţe 
tisočletja uporablja za produkcijo etanola v prehranske namene (Nevoigt, 2008). S. cerevisiae 
raste relativno hitro, ima razvit učinkovit metabolizem glukoze pod anaerobnimi pogoji, 
proizvaja etanol z visokimi izkoristki ter je bolj odporna na višje koncentracije etanola kot 
večina bakterij (Piškur in Langkjaer, 2004). Zelo dobro poznamo tudi metabolizem S. 
cerevisiae in njegovo genetsko ozadje, kar je ţe v preteklosti omogočilo izboljšave, ki so 
vodile do 93 % pretvorbe glukoze v etanol (Kurylenko in sod., 2016).  
Pri etanolni fermentaciji sladkorjev s S. cerevisiae glavni stranski produkt predstavlja glicerol, 
ki sicer skrbi za osmotsko ravnovesje. V prizadevanjih po boljšem izkoristku ogljika v prid 
etanolu so tako Kurylenko in sod. (2016) odstranili gen za od NADH odvisno glicerol–3–
fosfat dehidrogenazo ter s tem uspešno preusmerili tok ogljika, so pa posledično te celice v 
anaerobnih pogojih rasle zelo slabo, kar bo potrebno nasloviti v prihodnosti (Kurylenko in 
sod., 2016). Avtorji so dosegli boljšo produkcijo etanola tudi s tem, da so zmanjšali tvorbo 
biomase, in sicer tako, da so zmanjšali koncentracije ATP v citosolu s povečanim izraţanjem 
encimov alkalne fosfataze in apiraze, ki razgrajujeta ATP molekule (Kurylenko in sod., 
2016). 
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3.3 METABOLNO INŢENIRSTVO SEVOV ZA UČINKOVITEJŠO PROIZVODNJO 
.BIOBUTANOLA IN DRUGIH VIŠJIH ALKOHOLOV 
Butanol je v primerjavi z etanolom manj koroziven, manj hlapen in energetsko bogatejši (da 
Silva Trinidade in dos Santos, 2017). Butanol in drugi višji alkoholi so tudi bolj kompatibilni 
s trenutno infrastrukturo in mehanizacijo, kar so pokazali s poskusom, v katerem so v 
nepredelan bencinski avtomobil točili čisti butanol, ta pa je v poskusnem obdobju deloval 
brezhibno na daljše razdalje (Kótai in sod., 2013).  
Slika 3 prikazuje različne moţnosti pridobivanja biobutanola, acetona in etanola z mikrobno 
pretvorbo različnih substratov v sladkorje in nadaljno fermentacijo ABE. Biogoriva prve 
generacije temeljijo na neposredni fermentaciji s škrobom in sladkorji bogatih delov 
prehranskih rastlin do organskih topil, biogoriva druge generacije na pretvorbi odpadnih 
rastlinskih materialov, biogoriva tretje generacije pa proizvajajo mikroorganizmi, ki kot vir 
ogljika uporabljajo atmosferski CO2 ob pomoči fotosinteze. 
 
Slika 3: Splošna shema mikrobne proizvodnje acetona, butanola in etanola z mikrobno pretvorbo različnih 
substratov (biogoriva prve, druge in tretje generacije) (Karimi in sod., 2015) 
Trenutno so za produkcijo biobutanola najbolj uveljavljene bakterije iz rodu Clostridium. Pri 
njih fermentacija poteka v dveh fazah, acidogeni in solventogeni. Pri acidogeni fazi celice 
pretvarjajo substrat v ocetno in butirično kislino, ki sta nato v solventogeni fazi pretvorjeni v 
aceton, butanol in etanol v razmerju 3:6:1 (Xue in sod., 2017). Butanol je bolj toksičen za 
celice kot etanol, zato se produkcija ustavi pri niţjih koncentracijah, kar je razlog za višje 
stroške čiščenja. Zato si raziskovalci prizadevajo ustvariti robustnejše seve, ki bi bili odporni 
na višje koncentracije butanola in stranskih produktov fermentacije ABE, pri čemur se 
posluţujejo metabolnega inţeniringa in naključne mutageneze (Xue in sod., 2017). Strategija 
za manjšanje stroškov čiščenja in boljši izkoristek substrata je tudi zmanjševanje tvorbe 
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stranskih produktov. V praksi se je slednje izkazalo za precej zahtevno nalogo. Tummala in 
sod. (2003) so na primer poskušali z uporabo komplementarnih majhnih molekul RNA utišati 
gen za acetoacetat dekarboksilazo (adc) ter s tem zaustaviti tvorbo acetata, iz katerega 
nastaneta tako aceton kot etanol, vendar brez pravega uspeha. Nadalje so zato Jiang in sod. 
(2009) povsem prekinili gen adc s pomočjo tarčnega plazmida, ki je inaktiviral gen, ter s tem 
povečali deleţ butanola med produkti fermentacije ABE na več kot 70 %. Ne glede na te 
izboljšave je potrebno še veliko optimizacij, preden bo proces ekonomsko smiseln. Velik 
potencial za nadaljnje izboljšave pripisujejo sistemu CRISPR–Cas, ki omogoča učinkovito in 
usmerjeno inţenirsko obdelavo bakterij rodu Clostridium (Xue in sod., 2017). 
Metabolna pot za produkcijo butanola iz rodu Clostridium je bila vstavljena tudi v E. coli in 
predelana za nadaljnje podaljševanje verige ogljikovih atomov, s čimer so pridobili moţnost 
za produkcijo heksanola (Dekishima in sod., 2011). 
Li in sod. (2012) so razvili elektromikrobni proces, v katerem simultano poteka pretvorba 
CO2 in H2O v format in iz formata nato v izobutanol in 3–metil–1–butanol z bakterijo 
Ralstonia eutropha. To so dosegli tako, da so z metabolnim inţeniringom omogočili vrsti, da 
pretvarja format v biogoriva, ter zaščitili elektrode s keramičnim pokrovom, ki je preprečil 
inhibicijo rasti bakterij. S tem so uspeli proizvesti 140 mg/l biogoriv z mikrobnim procesom, 
kjer je vir ogljika predstavljal CO2, elektrika pa vir elektronov. Ker je elektrika, pridobljena 
na primer iz sončnih in vetrnih elektrarn, teţko hranljiva (Blankenship in sod., 2011), ta 
raziskava poda zanimivo idejo, kako preseţke elektrike izrabiti za proizvodnjo biogoriv in s 
tem shraniti energijo, ko je v omreţjih v preseţku (Li in sod., 2011). 
3.4 METABOLNO INŢENIRSTVO SEVOV ZA UČINKOVITEJŠO PROIZVODNJO 
.BIODIZLA 
Biodizel pusti v izpuhu 78 % manj emisij CO2, 98 % manj ţveplovih emisij in 50 % manj 
trdnih delcev kot fosilna goriva (Brown in Zeller, 1993).  
Med različnimi moţnostmi proizvodnje biogoriv so alge zanimive predvsem za proizvodnjo 
biodizla, saj mnoge vrste proizvajajo trigliceridna olja, ki so podobna tem, ki jih pridobivamo 
iz sončnice in oljne ogrščice, in so primerna za pretvorbo v biodizel. Ker alge za proizvodnjo 
biogoriv ne potrebujejo vira ogljika v obliki biomase, temveč ga fiksirajo neposredno iz 
zraka, so biogoriva, proizvedena z algami, pogosto označena kot biogoriva tretje generacije. 
V primernih pogojih lahko alge nakopičijo trigliceride v deleţih med 30 in 80 % mokre 
biomase (Chisti, 2007). Ena izmed prednosti alg je v tem, da ne potrebujejo zemlje, 
namenjene kmetijstvu, ter lahko rastejo v slani vodi, torej kmetijstvu tudi ne odţirajo 
namakalne vode. Vendar je ne glede na to komercialna produkcija goriv z algami trenutno 
močno vprašljiva predvsem zaradi dragega dovajanja CO2 in zahtev po velikih količinah 
dušika in fosforja oziroma teţavnem recikliranju teh dveh elementov v odpadni biomasi. 
Poleg tega naj celokupna proizvodnja biogoriv z algami zaradi zagotavljanja ustreznih 
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pogojev sploh ne bi imela boljšega ogljikovega odtisa kot uporaba fosilnih goriv (Chisti, 
2013). 
Trenutno je večina raziskav osredotočenih na Chlamydomonas reinhardtii, za identifikacijo 
boljših rešitev pa bo potrebno sekvencirati genome večjega števila algnih vrst ter ustvariti 
učinkovite metabolne modele. Izidi metabolnega inţenirstva alg so se namreč izkazali za zelo 
vrstno specifične; tako na primer povečanje izraţanja gena za diacilglicerol aciltransferazo 
(produkcija diacilglicerola) v C. reinhardtii ni prineslo nobene opazne izboljšave 
spremenjenega seva (La Russa in sod., 2012), medtem ko je povečanje izraţanja istega gena v 
Phaeodactylum tricornutum povzročilo 35 % povečanje produkcije lipidov (Niu in sod., 
2013).  
3.5 METABOLNO INŢENIRSTVO SEVOV ZA UČINKOVITEJŠO PROIZVODNJO 
.BIOVODIKA 
Molekularni vodik je obetavno gorivo prihodnosti, saj izgoreva zelo čisto. Vendar trenutna 
proizvodnja vodika ni tako čista, saj kot stranski produkt nastaja toplogredni plin CO2, zato se 
iščejo alternativne moţnosti obstoječim procesom. 
Produkcija vodika z mikroorganizmi se v grobem deli na fotofermentacije in temotne 
fermentacije (Oh in sod., 2011). Fotofermentacija teče v anaerobnih fotosintetskih bakterijah 
in algah, ki proizvajajo vodik iz reduciranih substratov s pomočjo sončne svetlobe (Mathews 
in Wang, 2009). Za pridobivanje vodika s temotnimi fermentacijami so do sedaj z 
metabolnim inţeniringom prilagodili seve E. coli, Enterobacter sp. in termofilne bakterije, na 
primer Clostridia sp. (Goyal in sod., 2013), ki fermentirajo različne substrate tudi v odsotnosti 
kisika, v procesu pa nastaja vodik (Patel in sod., 2012). 
3.5.1 Escherichia coli 
V E. coli vodik nastaja iz formata, slednji pa skupaj z acetatom nastaja v mešanokislinski 
fermentaciji. Format in acetat sta pretvorjena v vodik, CO2 in etanol (Dharmadi in sod., 
2006). Valle in sod. (2019) so objavili pregled pristopov za izboljšanje produkcije vodika v E. 
coli s tehnikami metabolnega inţenirstva. Glavna pristopa sta odstranitev kompetitivnih poti 
sinteze formata in ojačanje ekspresije operona hyc (ki kodira hidrogenazo Hyc–3) z delecijo 
represorja HycA ali povečanjem izraţanja transkripcijskega faktorja FhlA. Murarka in sod. 
(2008) so deaktivirali alkohol dehidrogenazo, da bi ustavili tvorbo etanola, a sta se ob tem 
tudi zmanjšali celična rast in produkcija vodika, kar nakazuje, da je etanol nujen stranski 
produkt pri fermentaciji te vrste. Z izbitjem gena za fosfoenolpiruvat karboksilazo, ki 
pretvarja fosfoenolpiruvat v oksaloacetat (kompetitivna pot), pa so dosegli bistveno povečanje 
produkcije vodika (Tran in sod., 2014). 
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3.5.2 Clostridium sp. 
Termofilne bakterije so privlačne za proizvodnjo biovodika predvsem zaradi potenciala 
uporabe odpadnih rastlinskih substratov. Strategije metabolnih inţenirjev, uporabljene pri teh 
mikroorganizmih, so podobne kot pri E. coli. Pri C. paraputrificum so s povečanjem izraţanja 
hidrogenaze HydA v gojišču z glukozo dosegli povečanje produkcije vodika iz 1,4 na 2,4 mol 
H2/mol glukoze (Dubini in Gonzalez–Ballester, 2016). V drugi raziskavi so Liu in sod. (2006) 
v C. tyrobutyricum izbili gen ack za acetat kinazo, da bi povečali metabolni tok do formata, s 
čimer so dosegli 1,5–krat večjo produkcijo vodika kot v kontrolni kulturi. 
3.5.3 Mikroalge 
Prednost uporabe alg za proizvodnjo vodika je, da lahko protone črpajo direktno iz vode s 
pomočjo sončne svetlobe ter kloroplastnih hidrogenaz. To pomeni, da za razliko od 
mikroorganizmov, ki koristijo temotne fermentacije, ne potrebujejo dodatnega vira ogljika 
(Imam in sod., 2013).  
Vodik v algah nastaja v svetlobnih reakcijah fotosinteze, največ raziskav pa je opravljenih na 
področju preusmerjanja toka elektronov do hidrogenaz. Kruse in sod. (2005, po Majidian in 
sod., 2018) so močno zmanjšali odliv elektronov v kompetitivno metabolno pot, tako da so 
blokirali ciklični prenos elektronov okrog fotosistema 1 ter s tem izboljšali izkoristek v 
proizvodnji vodika. Za enega glavnih ponorov elektronov se smatra tudi feredoksin–NADP+–
oksidoreduktaza (FNR), zato so Rumpel in sod. (2014) omejili njeno delovanje do te mere, da 
je bilo še vedno zadoščeno potrebam alg po njenem delovanju, obenem pa so uspeli s 
preusmerjenjem toka elektronov k hidrogenazi HydA1 za 5–krat povečati produkcijo vodika. 
Z ozirom na izsledke dosedanjih raziskav so Majidian in sod. (2018) v svojem preglednem 
članku vseeno izrazili dvom, da imajo alge ali fotosintetske bakterije potencial za trţno 
proizvodnjo vodika v bliţnji prihodnosti.  
4 ZAKLJUČEK 
Število objav na temo metabolnega inţenirstva mikrobnih sevov, uporabnih v proizvodnji 
biogoriv, intenzivno narašča, kar nakazuje da bi ta lahko v prihodnosti predstavljala 
pomembno alternativo fosilnim gorivom. Raziskave navajajo pomembne izboljšave pri 
produkciji biogoriv v smislu boljšega izkoristka, produktivnosti, manjše potrebe po hranilih in 
podobno. Kljub vsemu, pa so rezultati so običajno teţko primerljivi, poleg tega pa tudi v 
literaturi ni zaslediti jasne primerjave med proizvodno ceno biogoriv in konvencionalnih 
goriv, zato je teţko oceniti, koliko časa bo še potrebnega, da bodo celične tovarne sposobne 
poganjati proizvodnjo, ki bo zagotavljala nezanemarljiv deleţ na trgu tekočih goriv. Na trgu 
je trenutno prisoten bioetanol prve generacije, ki pa ga bodo verjetno postopoma nadomestili 
višji alkoholi zaradi boljših lastnosti (manjša hlapnost, večja kapaciteta energije, boljša 
kompatibilnost s trenutno mehanizacijo ...). Cena lignocelulolitičnih encimov in postopka 
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hidrolize celuloze je še vedno glavni vzrok za trţno nedostopnost biogoriv druge generacije. 
Vse kaţe, da bodo v prihodnosti verjetno imeli na tem področju pomembno vlogo 
konsolidirani bioprocesi, kjer bodo poleg mešanih kultur imeli pomembno vlogo tudi 
inţenirsko obdelani sevi z dodanimi manjkajočimi metabolnimi potmi. Pomembno vlogo 
bodo imeli tudi za zdaj še manj poznani slabo okarakterizirani mikroorganizmi, predvsem 
nekatere termofilne bakterije in termotolerantne glive. Alge še vedno veljajo za obetavne 
proizvajalce bioenergentov, vendar teţave z gojenjem in zahteve po gnojilih trenutno 
predstavljajo ovire, ki onemogočajo ekonomsko in okoljsko smiselno proizvodnjo, metabolno 
inţenirstvo in drugi pristopi pa bi v prihodnosti te ovire morda lahko premostili.  
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